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　　 [摘　要 ] 　主要以俄罗斯大果沙棘良种“优胜”的休眠枝茎段、幼嫩茎段为外植体, 诱导形成不定芽及愈

伤组织, 同时对其他大果沙棘也进行了相关组织培养试验。结果表明, 在诱导不定芽时, 以休眠枝茎段为外植体,

不定芽发生数量多, 易获得无性系植株; 基本培养基以 1ö2 M S较好, 继代培养以 1ö3M S为佳; 最佳接种时间为

3月份; 初接种培养基为 1ö2M S+ 62BA 1. 0 m göL + IAA 0. 5 m göL ; 愈伤组织诱导分化培养基为 1ö3M S+ KT

0. 3 m göL + NAA 0. 03 m göL ; 增殖培养基为 1ö3M S+ 62BA 0. 5 m göL + NAA 0. 2 m göL ; 生根培养基为 1ö4M S

+ NAA 0. 03 m göL + IBA 0. 1 m göL。
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　　沙棘 (H ipp op hae rham noid es L. ) 为胡颓子科

(E laeagnaceae) 沙棘属 (H ipp op hae L inn) 植物, 雌

雄异株, 具有良好的防风固沙、保持水土、改善环

境等作用, 其果实具有很高的营养价值[1 ] , 是一种集

社会效益、生态效益、经济效益于一身的珍贵树种。

用沙棘种子繁殖, 后代易发生变异, 而无性繁殖不

仅可以保持母本的优良性状, 而且可以提前成熟 1

～ 2年。随着沙棘资源建设的加快, 对优良种苗的需

求量也急剧增加, 沙棘的快速繁殖已成为非常重要

的研究课题。

沙棘无性繁殖通常采用的方法是幼苗扦插及根

蘖繁殖, 但存在成苗率低、速度慢等缺点。利用组

织培养可以加速繁殖生产中急需的一些具有抗旱、

抗寒、抗盐碱、抗沙埋、抗病虫、综合性状好、产

量高、大果无刺等特殊用途的新品系, 而且利用沙

棘组织培养物或细胞培养物作为生产沙棘药物的原

料可以为沙棘工业带来新的开发途径。

沙棘组织培养研究已有文献报道[1～ 6 ], 但主要

是针对中华沙棘进行的相关研究。本研究报道了俄

罗斯大果沙棘良种的组培新技术, 以期为种苗的快

速繁殖推广提供参考。

1　材料与方法

1. 1　外植体准备

　　试验材料来源于 1999 年引进的俄罗斯大果沙

棘良种“优胜”。分别采用成年和幼年植株茎段, 剪

取 6 cm 左右带有腋芽的短枝, 放入烧杯中用自来

水、肥皂水、蒸馏水依次清洗, 然后装入消毒瓶中。

先用体积分数 70%酒精消毒 30 s, 再用质量分数 0.

1%的 H gC l2 溶液消毒 6～ 12 m in; 外植体为嫩茎

(3～ 4月份采)和叶片时的消毒时间约 4～ 8 m in, 最

后用无菌水冲洗 4～ 5次。此外, 对其他大果沙棘品

种材料也适度采集接种后进行对比试验。

1. 2　培养基和培养条件

以M S, 1ö2 M S, 1ö3 M S, 1ö4 M S (大量元素

分别降低) 为基本培养基, 分别加入不同质量浓度

的 IAA , NAA , IBA , 2, 42D , 62BA 和 KT。诱导

不定根时, 以 1ö2M S为基本培养基加入不同质量浓

度的 IBA 和NAA。每处理中加蔗糖 30 göL , pH 值

5. 8, 琼脂 6. 0 göL。培养温度为 (22±2)℃, 每

日光照 11 h, 光照度 1 500 lx。

2　结果与分析

2. 1　适宜接种时间的选择

　　从 10月至翌年 5月取外植体接种培养, 发现不

同取材时间的腋芽萌发成芽能力有很大差异, 结果

见表 1。由表 1可见, 4月份采的材料, 接种后外植

体萌发率可达 90%以上, 但极易受细菌污染, 芽的

长势不如 2～ 3月份采的材料。在 3月份取材, 外植

体萌发率可达 100% , 发芽时间 4～ 5 d, 发芽后生长
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快, 茎叶粗大, 健壮, 培养 15 d 芽长达 2. 5 cm 左

右,用以继代培养可实现快繁目的。在 5月以及 9月

至翌年 1月取材, 外植体都极易被污染, 腋芽极难

萌发, 个别发芽后生长缓慢, 难以抽枝成茎。6～ 8

月取材, 接种的外植体褐化严重, 腋芽萌发困难。由

此可见, 最适接种时间为 3月份。

表 1　不同接种时间对芽生长的影响

T able 1　Effect of differen t inocu lat ion tim e on the grow th of buds

外植体采
集时间ö月

T im e of
exp lan ts

接种数
N um ber of
inocu lated
exp lan ts

萌发时间öd
T im e of
germ i2
nation

萌发率ö%
Percen t

of germ i2
nation

萌发 10 d
的生长量öcm

Grow th
after

10 days

萌发 15 d
的生长量öcm
Grow th after

5 days

备　注
Rem ark s

9～ 11 40 7～ 8 50 0. 5 1. 0 污染率高, 生长快
H igh rates of po llu tion, grow ing rap idly

12～ 1 40 9～ 10 50 0. 5 1. 0 生长慢 Grow ing slow ly

2 40 7～ 8 80 1. 3 2. 1 需解除休眠时间
N eed to relieve the do rm ancy

3 45 4～ 5 100 1. 5 2. 5 萌发早, 生长快
Germ inating early and grow ing rap idly

4 45 4～ 5 90 1. 0 1. 8 污染较高 H igh rates of po llu tion

5 39 7～ 8 40 0. 3 0. 8 污染率高, 易玻璃化
H igh rates of po llu tion, faciliat ing the vitrification

6～ 8 84 10～ 14 8. 4 0. 2 0. 4 褐化严重, 萌发难
Serious braw n change and difficu lt gem ination

2. 2　培养基的筛选

2. 2. 1　基本培养基的筛选及对芽生长的影响　为

了得到最适的培养基, 进行了不同基本培养基中外

植体腋芽生长对比试验 (表 2)。
表 2　基本培养基对芽生长的影响

T able 2　T he effect of basic m edium on the grow th of buds

基本培养基
Basic

m edium

接种外植体数
N um ber of

exp lan ts

萌发 15 d
的生长量öcm
Grow th after

15 days

平均每个外殖体分化数
A verage N o. of

regeneration
shoo ts per

exp lan t

备注
Rem ark s

M S 40 2. 0 1. 0 后期茎尖变褐死亡 Shoo ts change brow n
and die at later stage

1ö2M S 40 2. 5 2. 1 长势最好
T he status of grow th is the best

1ö3M S 40 1. 8 1. 5 长势较好 T he status of grow th is better

1ö4M S 40 1. 5 2. 5 长势慢 T he status of grow th is slow

　　在附加物 (62BA 0. 5 m göL , IAA 0. 2 m gö

L ) 相同的M S, 1ö2M S, 1ö3M S, 1ö4M S上培养 15

d, 从苗高度及产生不定芽个数看, 1ö2M S优于其他

基本培养基, 芽不仅长势较快, 且茎叶粗大, 健壮,

萌发成丛生芽。在M S培养基上, 芽前期长势较快,

但后期茎尖易褐化, 继而枯死, 无机盐浓度降低时,

茎生长减慢。

2. 2. 2　激素对初接种外植体生长的影响　以分别

含质量浓度为 0. 2, 0. 3, 0. 5, 0. 7, 1. 0, 1.

5, 2. 4 m göL 62BA 并同时附加质量浓度为 0. 2

m göL IAA 的培养基进行接种试验, 结果表明, 对于

3月份刚解除休眠的两年生茎段较好, 芽萌发早, 长

势旺盛, 叶片较大, 茎较粗, 当茎高≥3 cm 时, 可

切下芽苗进行增殖培养及生根培养; 而对于当年生

幼嫩茎段, 62BA 质量浓度为 0. 2 m göL 时生长较
好, 质量浓度过高易使外植体产生玻璃化而死亡。

初培养过程各生长素试验筛选后表明, IAA 对

生长分化最为有利, 当培养基中分别含有 0. 05,

0. 1, 0. 2, 0. 5 m göL IAA 且与 0. 5～ 4 m göL 62
BA 配合施用, 质量浓度在 0. 2～ 0. 5 m göL 时对芽
有利, 芽生长迅速。

高等植物的每个叶腋中都有隐芽存在, 在一定

条件下可使其萌发, 形成芽丛[7 ] , 提高无性系材料的

获得率, 从而达到快繁目的。以 1ö2M S为基本培养

基, 附加不同质量浓度 62BA , IAA 进行最佳组合筛

选, 培养 20 d 后, 对芽的萌发率、长势、愈伤组织

诱导、芽增殖进行调查, 结果见表 3。
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表 3　植物激素对腋芽增殖生长的影响

T able 3　Effect of ho rmones on p ro lifera t ion of tube2p lan tlets

激素ö(m g·L - 1)
Ho rmones

62BA KT NAA IAA

处理数
N um ber of
treatm en t

20 d 平均苗高öcm
A verage heigh t of
shoo ts afer 20 days

平均每腋芽萌发不定芽数
A verage N o. of spou ted
shoo ts per tube2p lan tlet

4 0. 2 24 2. 5 1. 1
1 0. 5 17 2. 0 2. 9

1 0. 2 20 2. 1 1. 5
0. 5 0. 5 32 1. 9 2. 6

1 0. 2 15 1. 7 1. 1

　　由表 3可见,在不同激素的组合配比试验中,培

养 20 d 对芽的增殖效果差异显著。在 1ö2M S +

62BA 4 m göL + IAA 0. 2 m göL 时, 芽增长较快, 但

多数为单茎生长, 少有分枝, 繁殖倍数低, 芽增殖

效果比较差; 在 1ö2M S + KT 1 m göL + NAA

0. 2 m göL中也多为单茎生长, 少有分枝, 增殖效果

不太明显; 在 1ö2M S+ 62BA 0. 5～ 1 m göL + IAA

0. 5 m göL 时, 苗的长势较快, 苗叶色绿、苗形正、

茎粗壮、产生的小分枝较多, 繁殖系数较高。结果

表明, 0. 5 m göL IAA 与 0. 5～ 1. 0 m göL 62BA 混

合施用时, 出芽率较高, 且可萌发出丛生芽, 生长

较快。当 62BA 大于 1. 0 m göL 时, 其外植体上较

易形成愈伤组织, 但后期变褐死亡。由此可见, 腋

芽增殖阶段起始培养以 1ö2M S+ 62BA 1. 0 m göL +

IAA 0. 5 m göL为最好。
2. 2. 3　激素对愈伤组织诱导分化的影响　笔者在

对愈伤组织的诱导中发现, 用 1ö2 M S, 1ö3 M S可

以诱导沙棘无性系幼芽、叶片及幼茎产生愈伤组织,

但由于所附加激素的质量浓度不同, 愈伤组织的产

生和增殖速度等也不同。结果见表 4。
表 4　不同激素对愈伤组织分化诱导的影响

T able 4　T he effect of differen t ho rmones on inducem ent of calluses

培养基
M edium

激素ö(m g·L - 1)
Ho rmones

IAA NAA 62BA KT

外植体数
N um ber of

exp lan ts

诱导率ö%
R atio of bud
inducem ent

死亡率ö%
R atio of

death

愈伤组织生长发育状况
D evelopm ent and
grow th of callus

1ö2M S 0. 2 1 30 80 50 后期易变褐死亡 Changing brow n
and dying at later stage

1ö2M S 0. 2 1 16 15 5 长势缓慢 Grow ing slow ly

1ö3M S 0. 03 0. 2 30 80 5 增长分化较快 Inducing rap idly

1ö3M S 0. 03 0. 3 35 80 8 增长分化较快 Inducing rap idly

1ö3M S 0. 1 0. 5 20 60 15 后期易变褐死亡 Changing brow n
and dying at later stage

　　由表 4可以看出, 当 IAA 为 0. 2 m göL , 62BA

为 1 m göL 时或在 1ö3M S + 62BA 0. 5 m göL +

NAA 0. 1 m göL 培养基中, 愈伤组织诱导率高, 但

20 d 时均易变褐死亡。当愈伤组织转到 62BA 质量

浓度≤0. 5 m göL 的培养基中, 愈伤组织将会增长。

在 1ö3M S+ KT 0. 2～ 0. 3 m göL + NAA 0. 03 m gö

L 中, 诱导率可达 80% , 死亡率低, 生长较快。

2. 3　继代培养和愈伤组织诱导分化

将初培养获得的无性系材料转至继代培养基

上, 培养结果见表 5。
表 5　继代培养与愈伤组织诱导分化

T able 5　Subcu ltu re of buds and inducem ent of calluses

培养基
M edium

外植体个数
N um ber of

inocu lated buds

产生愈伤组织数
N um ber of callus

induced

愈伤组织生长与发育状况
D evelopm ent and
grow th of callus

1ö2M S+ 62BA 1 m göL + IAA 2 m göL 15 6
初期生长快, 后期逐渐死亡
Grow ing rap idly at in it ial stage, dying
gradually at later stage

1ö3M S+ 62BA 0. 5 m göL + NAA 0. 2
m göL

10 8
初期生长快, 后期生长缓慢
Grow ing rap idly at in it ial stage,
grow ing slow ly at later stage

1ö3M S+ KT 0. 2 m göL + NAA 0. 03
m göL 12 10 生长快, 并分化出绿色芽点 Grow ing

rap idly, inducing green do ts of buds

　　注: 外植体为嫩茎及叶片。

N o te: Exp lan ts are stem s and leaves.

　　由表 5可见, 沙棘无性系幼嫩芽和叶片在以上 几种培养基上容易诱导产生愈伤组织, 将幼嫩叶片
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和茎段外植体接在继代培养基上, 15 d 后芽基部和

叶片边缘诱导出白色颗粒状愈伤组织, 此愈伤组织

不断增殖, 而原芽体停止生长或死亡, 接触培养基

的叶面全部愈伤组织化。经过 40 d 左右愈伤组织可

达 2. 0 cm 左右, 不经转接即可在其表面出现许多

深绿色圆形芽点, 继续培养分化出丛生芽, 分化出

的丛生芽顶端形成完整子叶, 茎充分伸长, 20 d 后

达 1. 2 cm , 同时基部生成 2～ 3条洁白的根, 根长

0. 8 cm。

将长 1. 5 cm 以上的新梢剪下, 切成 5 mm 带腋

芽的小段,转移到新的培养基上进行继代培养, 10～ 15

d 后当新芽高1～ 2 cm 时, 又可切成小段转接, 这样一

代代继续下去, 即可获得大量新芽。在继代培养中, 当

新芽转入M S培养基中2周后, 茎叶并没有明显伸长,

叶片发黄, 基部褐化, 以致整体死亡; 而在 1ö3M S培

养基中, 新芽生长健壮, 茎叶生长正常。

2. 4　根的诱导

在试验中以 1ö4M S 为基本培养基附加不同质

量浓度的NAA 和 IBA , 结果表明, 当NAA 质量浓

度为 0. 03 m göL , IBA 质量浓度为 0. 1 m göL 时,

苗基部产生愈伤组织, 愈伤组织上部生出根。

试验中观察到, 沙棘组培苗的生根主要有两种

形式: 一是通过皮层直接生出根, 此类组培苗较易

成活, 驯化期较短; 二是通过愈伤组织生根, 这种

组培苗较难成活, 对驯化条件较严, 只有在合适条

件下才能生长健壮且迅速。

3　结果与讨论

3. 1　关于褐变预防

　　本试验过程中用无菌试管苗各器官继代诱导分

化, 褐变现象减少, 但用休眠枝、嫩茎、叶等作为

外植体很容易出现褐变。通过试验在不加抗氧化剂

的前提下, 可以通过以下几个途径降低沙棘组培过

程的褐变: 降低矿质盐的浓度, 采用 1ö4或 1ö3M S

基本培养基; 以所获得的无菌苗作为材料, 选取处

于生理代谢减弱时期的外植体, 如休眠枝条; 接种

后暗培养 10 d 后再转至光下; 将出现褐化的外植体

连续转移, 会促进幼苗生长, 抵抗不利条件, 降低

多酚氧化酶的活性[4, 8 ]; 此外, 通过试验, 6～ 9月份

接种时材料褐化加剧, 低温 (5 ℃) 处理 5 d 后, 褐

变明显减轻, 外植体芽很快萌发。

3. 2　繁殖倍数

繁殖倍数是植物快繁的主要目标。由于扦插繁

殖受繁殖材料、扦插时间限制 (一般在 6月初～ 8月

底进行) 等诸多因素影响, 繁殖倍数较低[9 ]; 而茎段

培养由于充分利用了繁殖材料, 实现周年操作及新

生苗腋芽增殖, 有效提高了繁殖倍数; 愈伤组织诱

导分化培养过程愈伤组织增殖较快, 且可分化出大

量绿色胚性细胞, 进而形成丛生芽, 直接可生成根,

因此繁殖倍数大于扦插繁殖及茎段组织培养。

3. 3　存在问题

试验中发现, 不同品种、树龄、部位及雄植体

间外植体的差异对生长增殖影响较大。培养中虽然

能形成完整的小植株, 并在扩繁培养基上可见到再

生植株上有侧生根, 分株后能独立成活, 但生长速

度缓慢。此外在继代培养中, 新芽生长慢, 倍数较

低, 以上问题有待于进一步研究。
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Abstract: C lu ster adven t it iou s buds and callu ses w ere induced from do rm an t and grow ing stem

segm en ts of f ine variety nam ed“YOU SH EN G”of H ipp op hae rham noid es L. from R u ssia. T he t issue

cu ltu re abou t o ther f ine variet ies can also be studied. T he resu lts show ed that the amoun t of adven t it iou s

budsw h ich w ere induced from do rm an t stem segm en ts w ere mo re, the clone regenera ted p lan ts a lso w ere

ob ta ined easily. T he basic cu ltu re m edium is 1ö2 M S m edium , the basic m u lt ip lica t ion m edium is 1ö3 M S

m edium. M arch is the best inocu la t ion t im e. T he inocu la t ion m edium is 1ö2 M S+ 62BA 1. 0 m göL + IAA

0. 5 m göL , the callu s inducing m edium is 1ö3M S+ KT 0. 3 m göL + NAA 0. 03 m göL , the m u lt ip lica t ion

m edium is 1ö3 M S + 62BA 0. 5 m göL + NAA 0. 2 m göL , the m edium fo r roo t ing is 1ö4 M S + NAA

0. 03 m göL + IBA 0. 1 m göL.

Key words: H ipp op hae rham noied s L. ; t issue cu ltu re; ca llu s
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